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論文内容要旨
 【目的】
 細胞は環境の変化に対して普遍的な防御反応を有しており,このような反応はストレス応答と
 呼ばれている。このストレス応答に伴って発現されてくる一群のタンパク質があり,ストレスタ
 ンパクと呼ばれている。本研究では70kDのストレスタンパク(S七ressPro七ein70;SP70)の眼
 組織内局在を免疫組織学的に検討し,遺伝性盲(RoyalCollegeofSurgeons;RCS)ラットと
 正常(Sprague-Dawley;SD)ラットを比較した。
 【実験方法】
 実験動物として,12時間の明暗周期に飼育されたRCSラットおよびSDラットを使用し,生後2,
 8,15,22,40,90,180日にラットを屠殺後,直ちに眼球を摘出しCamoy液に固定した。眼球の
 パラフィン包埋切片を作成し,SP70に対するマウスモノクローナル抗体を用いて免疫組織化学
 法を行った。
 【結果】
 網膜:網膜では,生後2日から15日までは,網膜に層構造が形成されるにしたがって神経節細
 胞,外網状層,視細胞内節,内網状層にSP70の発現が示された。生後15日のSDラットのおよび
 RCSラットでは組織染色が,神経節細胞,内網状層,外網状層,および視細胞内節に限局する傾
 向が認められ,種差は認められなかった。生後22日では,両者に違いが見られ,RCSラット網膜
 の網膜色素上皮に明らかな組織染色が認められた。網膜変性が進行した生後40日のRCSラットの
 網膜では,SP70の組織染色は外網状層や視細胞層を中心に減弱し,視細胞内節では変性に伴い
 完全に消失していた。網膜変性が完成した生後90日のRCSラットでは,組織染色は内網状層と神
 経節細胞層にわずかに認められた。
 視神経:生後8日のSDラットとRCSラットの視神経では,SP70の組織染色はダリア細胞の核の
 周囲に弱く認められた。生後22日になるとダリア細胞の核の周囲の組織染色は増強し,神経繊維
 束にも染色が認められた。生後40日のRCSラットの視神経では,神経繊維束の粗織染色はほぼ消
 失し,代わりにダリア細胞の核に強い染色が認められた。SDラットでは,このような変化は示
 されず,ダリア細胞の核の周囲と神経繊維束に組織染色が存在した。
 毛様体:生後2日のSDラットとRCSラットの毛様体では,組織染色は毛様体無色素上皮細胞に
 強く認められ,毛様体色素上皮細胞にはわずかに染色が認められるにすぎなかった。生後22日で
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 もこの染色パターンは変化しなかったが,生後40日のRCSラットでは毛様体色素上皮にも強い染
 色が出現した。しかし,SDラットの毛様体染色上皮には検討したこれらの時期で組織染色は示
 されなかった。
 角膜:SDラットおよびRCSラットの成長期の角膜では,組織染色はほとんどすべての角膜基底
 細胞に見られ,角膜翼状細胞層では散在性にいくつかの陽性細胞が示された。生後8日の角膜に
 比較し,生後15日から生後40日まで厚みを増したが,SP70の組織染色はおもに角膜基底細胞に
 限られ,角膜翼状細胞は散在性に染色された。光顕レベルで萎縮が認められるRCSラットの生後
 180日の角膜では,強い組織染色がすべての角膜基底細胞,翼状細胞,および表層細胞に示され
 た。いっぽうSDラットではこのような変化は認められなかった。
 【考察】
 RCSラットは,先天性網膜変性症の動物モデルとしてよく知られており,このラットの網膜色
 素上皮は,脱落した視細胞外節を貪食することができない。そのため視細胞外節が網膜下腔に蓄
 積し,組織毒性酸化物質の産生と放出の結果,生後2ケ月までに眼組織が変性することが知られ
 ている。今回の研究では,RCSラットの網膜変性が始まる時期とされている生後22日の網膜色素
 上皮に免疫組織化学染色が出現した。これはRCSラットの網膜下腔に蓄積した組織毒性酸化物質
 が,網膜色素上皮細胞のストレス応答を誘導させたと考えられる。生後40日の視神経ダリア細胞
 の核に強い免疫染色が出現したことは,視神経ダリア細胞のストレス応答と考えられた。生後40
 日のRCSラットでは毛様体色素上皮にも強い染色が出現し,光顕レベルで萎縮が認められるRCS
 ラットの生後180日の角膜では,強い組織染色が角膜基底細胞,翼状細胞,および表層細胞の全
 層に示された。これらの組織染色はSDラットには認められずストレス応答による誘導を示唆す
 るものである。本研究により,ラット発達期の眼組織および網膜変性におけるストレスタンパク
 の動態がはじめて明らかにされた。
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 審査結果の要旨
 本研究は,細胞が勲等のストレスを受けたときに発現する,いわゆるストレス蛋白の一種であ
 るストレス蛋白70の眼組織内局在を免疫組織学的に明らかにした。特に正常Ratと遺伝盲の動物
 モデルとして知られているRCSRa七の眼組織に於ける生後発育と網膜変性過程での出現を比較
 したものである。ストレス蛋白70が各種の臓器細胞においてストレス応答に伴って発現すること
 はよく知られている。又,過去において,培養されたミューラー細胞等に於いても,ストレス蛋
 白が発現することがよく知られているが,眼組織全体に於ける検討はされていなかった。本論文
 は,生後2日目より6ケ月までの組織の発達に伴うストレス蛋白70の出現経過を観察した結果,
 網膜では生後15日で各層に出現した。また視神経,毛様体,角膜においては,その成長に伴って
 ダリア細胞,無色素上皮細胞,上皮基底細胞等,それぞれの組織で重要な役割を演じている細胞
 に出現した。これに対し,網膜変性ラット(RCSラット)では,網膜変性の進行に伴ってストレ
 ス蛋白70が出現し,更に変性が進むと消失していく傾向が見られた。これは変性に伴う組織毒性
 物質の関与を伺わせる初めての所見である。これは,生後発達に伴う眼組織の性質を知る上でも,
 また,網膜変性という人間の遺伝盲のうちで最も頻度の高い疾患に於ける眼内各組織の性質の変
 化を知る上でも,きわめて意味の大きい研究である。拠って,医学博士論文として十分価値があ
 る。
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